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第 1 章   目的 
 
 昨今のがん治療領域では、がん細胞、あるいはそれを取り巻く環境（がん微小環境）を標的と
した薬物療法は著しい発展を遂げており、多くのがん患者の QOL（quality of life）向上に貢献
してきている。こうした薬物療法において、単剤での薬効ががん細胞の増殖や生存をコントロー
ルするのに不十分である場合、あるいは薬物に起因する有害反応が著しい場合、複数の分子
標的治療薬の併用や逐次投与が薬効や安全性を高める可能性のある手法の一つである。 
 スニチニブリンゴ酸塩（スニチニブ）は消化管間質腫瘍、腎細胞癌、膵神経内分泌腫瘍に対
して効果が期待されるマルチキナーゼ阻害剤であるが、優れた薬効と共に心臓毒性リスクが高
いことが知られている。腫瘍組織に対する強力な作用を保持しつつ、かつ毒性リスクを軽減で
きるような治療法の開発は、臨床においてより効率的ながんのマネジメントにつながることが期
待される。本研究では、ユニークな作用機序と薬効を持つことで知られるヒートショックプロテイ
ン（Hsp）90 阻害剤（特にゲルダナマイシン）のスニチニブ誘発心筋細胞毒性への影響を評価
することを通じ、スニチニブによる薬物療法において Hsp90 阻害剤との併用、あるいは逐次投
与による心臓細胞毒性軽減の可能性を検討し、そのメカニズムを解析することとした。 
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第 2 章   背景 
 
 がん薬物療法において、分子標的治療薬単剤での薬効ががん細胞の増殖や生存をコント
ロールするのに不十分である場合、あるいは薬物に起因する有害反応が著しい場合、複数の
分子標的治療薬の併用や逐次投与が薬効や安全性を高める可能性のある手法の一つである
1,2。例えば、薬物の併用や逐次投与には、複数の異なった作用機序を持つ薬剤が異なる細胞
生存シグナルを同時に抑制することにより抗腫瘍効果を増強する可能性があり、また複数の作
用機序を介してがん細胞、あるいはがん微小環境に作用することにより薬剤耐性を解除する可
能性がある。さらには薬物の併用や逐次投与では、各薬物をより少ない投与量で用いてもより
強い薬効を示す可能性があること、あるいは細胞保護作用を有する薬物を併用できることなど
から薬物に起因する毒性を軽減する可能性もあると言われている 3。 
スニチニブは血管内皮細胞増殖因子受容体（VEGFR）1-3、血小板由来成長因子受容体
（PDGFR）α/β、マスト/幹細胞増殖因子受容体（Kit）、マクロファージコロニー刺激因子 1 受
容体（CSF-1R）、FLT3 受容体型チロシンキナーゼ（FLT3）、および RET チロシンキナーゼ受
容体（RET）への阻害活性を持ち、抗腫瘍効果、また血管新生阻害活性を有する経口マルチ
チロシンキナーゼ阻害剤である 4。スニチニブは消化管間質腫瘍、腎細胞癌、膵神経内分泌腫
瘍への適応で承認を得ている薬剤であるが、高血圧、左心室収縮機能不全、鬱血性心不全な
どの重篤な心血管有害事象が高いことが臨床において報告されている 5-7。よって、スニチニブ
による治療を受けるがん患者においては、有害事象を予防、あるいは治療するために高頻度
での心機能検査（心電図検査等）、投薬量の減量、あるいは薬物治療などのさらなる臨床マネ
ジメントが必要とされる。スニチニブの心毒性を軽減する一つの潜在的な方法としては、スニチ
ニブの心毒性の原因となっているメカニズムに拮抗することで細胞を保護することのできる薬剤
との併用、あるいは逐次投与である。しかし、現在までにスニチニブの誘発する心毒性に関す
る研究は数多く行われ、原因とされるメカニズムが提唱されてきたが 8-10、正確な心毒性メカニズ
ムは明らかになっていない。 
Hsp90 阻害剤はユニークな作用機序を持つ分子標的治療薬として、次世代の抗がん剤とし
て期待されている 11。ゲルダナマイシンなどの Hsp90 阻害剤は Hsp90 の分子シャペロンとして
の機能を阻害し、その結果 Hsp90 とクライアントタンパク質との解離が引き起こされ、クライアン
トタンパク質のユビキチン-プロテアソーム系での分解を誘導する 12,13。こうした Hsp90 のクライア
ントタンパク質としては EGFR、HER2、BRAF、CDK4、survivin などの腫瘍形成に関連するタン
パク質が多く知られることから、Hsp90 阻害剤のがん細胞の増殖、生存抑制が期待されている。
その抗腫瘍効果に加え、Hsp90 阻害剤にはその作用機序に基づき、虚血性心疾患や心肥大
などのある種のダメージから心臓細胞を保護する働きもあるかも知れない 14,15。Hsp90 阻害剤の
こうした特有な薬剤作用はチロシンキナーゼ阻害剤（チロシンキナーゼのリン酸化を抑制するこ
とで、細胞の増殖、分化、遊走、浸潤、また生存などの細胞内シグナルを遮断する）16,17 などの
抗がん剤との併用、あるいは逐次投与に魅力的である。スニチニブと Hsp90 阻害剤との併用、
あるいは逐次投与は異なった薬剤作用機序によりがん関連シグナル経路を抑制することで抗
腫瘍効果を増強するかも知れない 18。一方、スニチニブ誘発心臓細胞毒性に対する Hsp90 阻
害剤の細胞保護作用については未だ検討がされていない。 
本研究では、ラット心臓横紋筋細胞株 H9c2 を用い、スニチニブ誘発心毒性に対するゲルダ
ナマイシンの影響を評価することにした。H9c2 細胞は心臓や骨格筋特有のイオンチャネルを
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持つこと、またヒトの心筋細胞に類似した代謝酵素を発現するなどの特徴があることからヒト心
筋細胞の一つのモデルとして使用されている 19,20。また本研究では、ヒト人工多能性幹細胞
（iPS 細胞）由来心筋細胞を用いることで、スニチニブ誘発心毒性に対するゲルダナマイシンの
影響をよりヒトを反映したモデルにおいても評価することにした。  
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第 3 章   対象と方法 
 
第 1 節   化合物 
 
 スニチニブ（sunitinib）、タネスピマイシン（tanespimycin）、ガネテスピブ（ganetespib）、および
BIIB021 は Selleck Chemicals（Houston, TX）より購入した。ゲルダナマイシン（geldanamycin）は
東京化成工業株式会社（東京）より購入した。上記の 5 化合物についてはジメチルスルホキシ
ド（DMSO）に溶解し、ストック溶液を調製した。3-メチルアデニン（3-MA）は Merck Millipore
（Darmstadt, Germany）より購入した。バフィロマイシン A1（bafilomycin A1）は Santa Cruz 
Biotechnology（Dallas, TX）より購入した。クロロキン二リン酸塩（CQ）、および塩化アンモニウム
（NH4Cl）は和光純薬工業株式会社（大阪）より購入した。 
 
第 2 節   細胞 
 
 ラット心臓横紋筋細胞株 H9c2 は American Type Culture Collection（Manassas, VA）より購入
した。H9c2 細胞は 10％ ウシ胎児血清（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）、および 1％ ペニシリ
ン-ストレプトマイシン溶液（和光純薬工業株式会社）を含有するダルベッコ改変イーグル培地
（DMEM、和光純薬工業株式会社)を用い、5％ CO2、37℃で培養した。 
 Hsp70 安定過剰発現 H9c2 細胞は PiggyBac Transposon System（System Biosciences, Palo 
Alto, CA）を用いて作製した。H9c2 細胞をプラスミド DNA トランスフェクションの前日に 6 ウェル
プレートに播種（約 2.0 × 105 cells/well）し、トランスフェクションは Opti-MEM Reduced Serum 
Medium（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）下にて、Lipofectamine 3000 Reagent（Thermo 
Fisher Scientific）を用い、製品説明書に従い実施した。約 24 時間の培養の後、培地を DMEM
に置換し、ピューロマイシン（3 μg/mL; Thermo Fisher Scientific）により遺伝子導入細胞の選
択を行った。 
 ヒト iPS 細胞由来心筋細胞 iCell Cardiomyocytes は Cellular Dynamics International（Madison, 
WI ） よ り 購 入 し た 。 細 胞 は iCell Cardiomyocytes Plating Medium （ Cellular Dynamics 
International）を用い、ゼラチンコートした 6 ウェルプレートに播種（約 2.0 × 106 cells/well）し、
5％ CO2、37℃で約 48 時間培養した。その後、培地を iCell Cardiomyocytes Maintenance 
Medium（Cellular Dynamics International)に置換し、2 日おきに半分量の培地の交換を行った。
培 養 7 日 後 に 0.25 ％  trypsin-EDTA （ Sigma-Aldrich ） に よ り 細 胞 を 剥 が し 、 iCell 
Cardiomyocytes Maintenance Medium を用いてフィブロネクチンコートした 24 ウェルプレート
（約 1.2 × 105 cells/well）、あるいは 96 ウェルプレート（約 1.8 × 104 cells/well）に播種した。そ
の後、2 日おきに半分量の培地の交換を行い、細胞を 5％ CO2、37℃下にて再播種 7 日後の
アッセイ日まで維持した。 
 
第 3 節   プラスミド構築 
 
 PiggyBac Transposon vector pPBcmv-mcs は PB-CMV-MCS-EF1-Puro Vector PB510B-1
（System Biosciences）より構築した。ピューロマイシン耐性遺伝子の EF1 プロモーター領域を含
む EcoRI-SalI 断片（1.2 kb）を切り出した。ラット heat shock 70 kDa protein 1A（Hspa1a)（NCBI 
5 
 
Reference Sequence: NM_031971）をコードする配列は GeneArt Gene Synthesis service
（Thermo Fisher Scientific）にて合成した。IRES（internal ribosome entry site）配列後 hmAG1-
T2A-Puromycin resistance gene を含む IAG2AP DNA 断片は In-Fusion cloning 法（タカラバイ
オ株式会社、滋賀） 21 により構築した。pPBcmv-rHsp70-IAG2AP ベクターは In-Fusion cloning
法を用いてそれぞれの DNA 断片を結合させて構築した。 
 
第 4 節   薬剤処理 
 
 H9c2 細胞、あるいはヒト iPS 細胞由来心筋細胞へのスニチニブ、Hsp90 阻害剤（ゲルダナマ
イシン、タネスピマイシン、ガネテスピブ、BIIB021）、あるいはオートファジー阻害剤（3-メチルア
デニン、バフィロマイシン A1、塩化アンモニウム、クロロキン二リン酸塩）の処理は以下に示すよ
うな条件にて行った。Hsp90 阻害剤について、0.5 μM の各 Hsp90 阻害剤を含む培地にて 6
時間培養した。オートファジー阻害剤について、20 mM 3-メチルアデニン、200 nM バフィロマ
イシン A1、20 mM 塩化アンモニウム、あるいは 10 μM クロロキン二リン酸塩を含む培地にて 1
時間培養した。クロロキン二リン酸塩を用いたオートファジーフラックス解析においては、10 
μM クロロキン二リン酸塩を含む培地にて 6 時間培養した。スニチニブ処理について、Hsp90
阻害剤、あるいはオートファジー阻害剤の存在、非存在条件にてスニチニブ（1–20 μM）を含
む培地にて 6 時間培養した。ゲルダナマイシン併用処理については、ゲルダナマイシン前処理
を 6 時間行った細胞をスニチニブ、ゲルダナマイシンを共に含む培地にてさらに 6 時間培養し
た。すべての実験において、培地中のジメチルスルホキシドの最終濃度は 0.1％以下にて実施
した。 
 
第 5 節   siRNA トランスフェクション 
 
 H9c2 細胞において Atg7、Beclin-1、あるいは ULK1 遺伝子を標的とした siRNA トランスフェ
クションは ON-TARGETplus siRNA（GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA)を用いて、
製品説明書に従い実施した。H9c2 細胞を siRNA トランスフェクションの前日に T-75 フラスコに
播種（約 2.0 × 106 cells/well）し、トランスフェクションは Opti-MEM Reduced Serum Medium と
抗生物質不含 DMEM 下にて、DharmaFECT 1（GE Healthcare Bio-Sciences）を用い実施した。
ON-TARGETplus Non-targeting Pool（GE Healthcare Bio-Sciences）をトランスフェクションのネ
ガティブコントロールとして用いた。48 時間の培養の後、H9c2 細胞を剥がし、以降の実験のた
め、DMEM 完全培地にて 6 ウェルプレート、あるいは 96 ウェルプレートに播種した。 
 
第 6 節   ヒートショック処理 
 
 96 ウェルプレート、あるいは 35 mm ディッシュにおいて約 80％の密度に達した細胞を 5％ 
CO2、43℃に設定したインキュベーターに移して 1 時間培養した後、5％ CO2、37℃条件のイン
キュベーターに戻し、3 時間から 24 時間培養した。 
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第 7 節   細胞毒性評価 
 
 化合物の細胞毒性は細胞内総 ATP 量、あるいは細胞質内酵素である乳酸脱水素酵素の培
地中濃度を測定することにより評価した 22-24。両測定共に、以下に記載する試薬の製品説明書
に従い実施した。細胞内総 ATP 量は CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay（Promega, 
Madison, WI）、および EnVision Multilabel Plate Reader（Perkin Elmer, Norwalk, CT）を用いて
測定し、また本研究では細胞生存率（cell viability（％））を各培養条件下の細胞のジメチルス
ルホキシド処理コントロール細胞に対する％ATP 量として算出した。培地中の乳酸脱水素酵素
は LDH Cytotoxicity Detection Kit（タカラバイオ株式会社） 、および SpectraMax 190 
Microplate reader（Molecular Devices, Sunnyvale, CA）とその付属ソフトウェアである SoftMax 
Pro（version 4.8, Molecular Devices）、あるいは EnVision Multilabel Plate Reader を用いて測定
した。なお測定波長を 490 nm とし、参照波長を 650 nm とした。また本研究では細胞膜障害度
（Loss of membrane integrity（％））を細胞中、培地中の総乳酸脱水素酵素量に対する各培養
条件下での培地中乳酸脱水素酵素量にて算出した。 
 
第 8 節   生存細胞カウント評価 
 
 ゲルダナマイシン処理細胞の生存率については、細胞内の脱水素酵素活性を測定すること
で生存細胞数を見積もることのできる Cell Counting Kit-8（株式会社同仁化学研究所、熊本）
を用いて評価した。H9c2 細胞を 96 ウェルプレートに播種（約 2.5–3.0 × 103 cells/well)し、48
時間後にゲルダナマイシン（0.01–30 μM）を含む培地に置換し、さらに 24 時間培養した。製品
説明書に従い Cell Counting Kit-8 を各ウェルに添加し、EnVision Multilabel Plate Reader を用
いて測定波長 450 nm、参照波長 650 nm にて吸光度を測定した。 
 
第 9 節   タンパク質抽出およびウエスタンブロッティング 
 
 化合物処理、siRNA 処理、あるいはヒートショック処理後の細胞はダルベッコリン酸緩衝生理
食塩水（DPBS）にて洗浄後、Protease Inhibitor Cocktail（Roche Diagnostics, Mannheim, 
Germany）を含む RIPA バッファー（Thermo Fisher Scientific）にて溶解した。細胞溶解液のタン
パク質濃度は Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）にて定量した。10％ 2-
メルカプトエタノール（和光純薬工業株式会社）を含む 4× Laemmli Sample Buffer（Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA）を用いて SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）に供
するサンプルを調製した後、調製したサンプルを 4-20％勾配ポリアクリルアミドゲル（Bio-Rad 
Laboratories）、あるいは 7.5％ポリアクリルアミドゲル（アトー株式会社、東京）に装填し、
Tris/Glycine/SDS running buffer（Bio-Rad Laboratories)にて SDS-PAGE を行った。泳動後、タ
ンパク質をポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に転写し、0.1％ Tween 20（和光純薬工業株式会社）
を含む Tris-buffered saline（タカラバイオ株式会社）（TBS-T）で溶解した 5％スキムミルク溶液
（和光純薬工業株式会社）にて 1 時間室温でブロッキングを行った後、一次抗体を 4℃で終夜
反応させた。TBS-T にて洗浄後、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）結合二次抗体を室温
で 1 時間反応させた。二次抗体は ECL Prime、あるいは ECL Select Western Blotting 
Detection Reagent （ GE Healthcare Bio-Sciences ） と 反 応 さ せ 、 化 学 発 光 シ グ ナ ル を
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ImageQuant LAS-4000 luminescent image analyzer（富士フィルム株式会社、東京）、およびイメ
ージ解析ソフトウェア ImageQuant TL（version 8.1.0.0; GE Healthcare Bio-Sciences）により検
出した。検出したタンパク質のシグナル強度は ImageQuant TL を用いて定量化した。タンパク
質シグナル強度の相対定量は以前の報告 25 を参考に実施した。具体的には、測定対象タンパ
ク質をハウスキーピングタンパク質である β-アクチン量で補正した後、各条件のタンパク質シ
グナル強度をジメチルスルホキシド処理コントロールに対する相対値として算出した。 
 一次抗体は以下のものを用いた。Hsp70/Hsp72 antibody（Enzo Life Sciences, Farmingdale, 
NY）、anti-Atg1/ULK1 antibody（Sigma-Aldrich）、LC3B antibody、Atg7 antibody、Beclin-1 
antibody、Hsp90 antibody、β-actin antibody（Cell Signaling Technology, Danvers, MA）。 
 二次抗体は以下のものを用いた。Horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG 
secondary antibody、Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG secondary antibody
（Cell Signaling Technology)。 
 
第 10 節   オートファジーの評価 
 
 通常の細胞培養条件下において、microtubule-associated protein light chain 3（LC3）の大部
分は細胞質内形態である LC3-I として存在する。細胞飢餓、酸化ストレス、低酸素などの細胞
ストレス条件下でのオートファジー誘導に伴い、一部の LC3 はホスファチジルエタノールアミン
と結合し、この脂質化した LC3（LC3-II）はオートファゴソームの膜へ移動し、局在する。オート
ファジー誘導を評価するため、LC3-I から LC3-II への変換を以前の報告 26に基づき、抗 LC3B
抗体を用いたウエスタンブロッティング法により検出した。LC3-II 量とオートファゴソーム数は
良く相関することが知られていることから、LC3-II のシグナル強度を β-アクチン量で補正した
後、ジメチルスルホキシド処理コントロールに対する各条件の LC3-II シグナル強度の相対値を
算出し、オートファジー活性値と定義した。 
 オートファジーフラックスはクロロキン二リン酸塩の存在、非存在下における LC3-II 量を測定
することで評価した 27。クロロキン二リン酸塩を処理すると、細胞のリソソーム内 pH が上昇し、リ
ソソーム-オートファゴソームの融合が阻害され、その結果 LC3-II 含めオートリソソームでのタン
パク質の分解が抑制される。よって、ある化合物単剤処理において LC3-II 量の増加が認めら
れる場合、クロロキン二リン酸塩存在下においてその化合物を処理した後に LC3-II 量が増える
ことは、その化合物がオートファジーフラックスを促進することを意味する。一方、LC3-II 量が変
化しない場合は、その化合物はオートファジー分解経路を阻害することで、オートファゴソーム
の蓄積を誘導する特性を持つということが示唆される。 
 
第 11 節   RNA 抽出および DNA マイクロアレイ解析 
 
 化合物処理の後、RNeasy Mini Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いて H9c2 細胞より RNA
を抽出、精製した。精製 RNA 定量、および純度評価は以前の報告に基づき行った 28。260 nm、
および 280 nm の吸光度を NanoDrop 1000 spectrophotometer（Thermo Fisher Scientific）を用
いて測定し、A260:A280 の比率が約 2.0 である場合を純度の高い RNA サンプルとした。また
2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies, Santa Clara, CA）、および RNA Nano LabChips
（Agilent Technologies）を用いて RNA の電気泳動のパターンから RNA の分解指標として知ら
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れる RIN（RNA integrity number）値 29 を算出し RNA クオリティを担保した（すべての RNA サン
プルにおいて、RIN 値が 9.4 から 9.6 の範囲内であることを確認した）。 
 遺伝子発現レベルは DNA マイクロアレイ解析により評価した。Low Input Quick Amp Labeling 
Kit, One-Color（Agilent Technologies)を用い、100 ng の精製 RNA よりシアニン-3-ラベル化
cRNA を調製した。調製した cRNA を SurePrint G3 Rat Gene Expression v2 8×60K Microarray
（Agilent Technologies）にハイブリダイズし、DNA Microarray Scanner（Agilent Technologies）を
用いてイメージを取り込み、Feature Extraction software（version 11, Agilent Technologies）を
用いてイメージを定量化した。生データは R software（version 3.1.0）を用いた quantile function
により補正した。統計解析として、ウェルチ t 検定を用いて P 値を算出し、多重比較検定におけ
る false discovery rate（FDR）を R software（version 3.1.0）を用いて Benjamini-Hochberg 法によ
り調整した。コントロール群に対する変動値が 2 倍以上かつ false discovery rate の P 値が 0.05
未満の場合を有意な遺伝子発現変動とした。また発現変動のあった遺伝子群を用い、
Ingenuity Pathway Analysis（Qiagen)によりパスウェイ解析を実施した。 
 
第 12 節   免疫細胞化学法 
 
 H9c2 細胞を 24 ウェルガラスボトムプレート（AGC テクノグラス株式会社、静岡）に播種（約 6.0 
× 104 cells/well)し、24 時間培養した。化合物処理後、細胞を DPBS にて 2 度洗浄し、4％パラ
ホルムアルデヒド・リン酸緩衝液（和光純薬工業株式会社）で 30 分間固定した後、DPBS で希
釈した 0.2％ Triton X-100（和光純薬工業株式会社）により膜透過処理を室温で 5 分間施し
た。細胞を DPBS に溶解したブロックエース（DS ファーマバイオメディカル株式会社、大阪）（ブ
ロッキングバッファー）で室温 1 時間ブロッキング処理した後、ブロッキングバッファーにより希釈
した anti-LC3 antibody（株式会社医学生物学研究所、愛知)と 4℃で終夜反応させた。0.05％ 
Tween 20 を含む DPBS（PBS-T）にて細胞を 5 分間 3 回洗浄し、ブロッキングバッファーにより
希釈した Alexa Fluor 555 Donkey Anti-Rabbit IgG（H+L）（Thermo Fisher Scientific）、および
Hoechst 33342（1 μg/mL; Sigma-Aldrich）と室温で 1 時間反応させた。その後、細胞を PBS-
T で 3 回洗浄し、DPBS にてリンスした。染色した細胞は共焦点顕微鏡（TCS SP8; Leica 
Microsystems, Wetzlar, Germany）を用いて観察した。 
 
第 13 節   統計解析 
 
 データは平均±平均の標準誤差（SEM）にて示し、n は独立した実験数を表す。統計解析は
GraphPad Prism 7 software（version 7.02; GraphPad Software, San Diego, CA）を用いて行った。
2 グループ間の統計的有意差は F 検定後、 対応のない両側スチューデント t 検定（F 検定の
P ≥ 0.05)、あるいはウェルチ t 検定（F 検定の P < 0.05)にて評価した。P 値 0.05 未満を統計的
有意とした。 
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第 4 章   結果 
 
第 1 節   ゲルダナマイシンはスニチニブ誘発心筋細胞毒性を緩和する 
 
 心筋細胞におけるスニチニブの細胞毒性を評価するため、H9c2 細胞をスニチニブに 6 時間
暴露した後、細胞内総 ATP 量、および培地中の乳酸脱水素酵素量を測定した（Fig. 1）。細胞
内総 ATP 量測定の結果、スニチニブは 1 から 20 μM において濃度依存的に細胞生存率を
減少させた。また 20 μM のスニチニブを暴露した細胞においては細胞生存率が 80％以上減
少した。乳酸脱水素酵素量の測定の結果、15、あるいは 20 μM のスニチニブを暴露した細胞
においては細胞膜のダメージが 50％以上まで増加した。 
 
 
 
Fig. 1. Evaluation of sunitinib-induced cytotoxicity in H9c2 cells. Cell viability and loss of 
membrane integrity, as assessed by using an ATP-based assay and a lactate dehydrogenase-based 
assay, respectively, were measured in H9c2 cells after exposure to sunitinib at the indicated 
concentrations for 6 h (n = 3). All values are presented as means ± SEM. 
 
 こうしたスニチニブが誘発する心筋細胞毒性に対するゲルダナマイシンの影響を調べるため、
H9c2 細胞にゲルダナマイシンを前処理、あるいは併用処理する条件にてスニチニブを暴露し、
細胞内総 ATP 量の測定を行った（Fig. 2）。暴露したスニチニブの濃度（5-20 μM）に関わらず、
0.5 μM ゲルダナマイシンの前処理、あるいは併用処理はジメチルスルホキシド処理コントロー
ル条件に比べ、スニチニブによる細胞生存率減少を有意に緩和した。特に 20 μM のスニチニ
ブを暴露した条件においては、ゲルダナマイシンの前処理、あるいは併用処理は細胞生存率
減少を抑制するのに著しく効果的であった（細胞生存率: ジメチルスルホキシドコントロール, 
15.78％ ± 2.86％; ゲルダナマイシン前処理, 70.41％ ± 2.74％, P < 0.001; ゲルダナマイ
シン併用処理, 73.63％ ± 1.97％, P < 0.001）。また本実験条件において、ゲルダナマイシン
単剤処理が H9c2 細胞の生存率に影響がないこと（Fig. 3）、細胞内総 ATP 量に影響しないこ
とを確認した（Fig. 4）。 
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Fig. 2. Sunitinib-induced cytotoxicity was attenuated by geldanamycin in H9c2 cells. Viability of 
H9c2 cells exposed to sunitinib at the indicated concentrations for 6 h with or without 0.5 μM 
geldanamycin pretreatment or co-treatment (n = 4). Statistical significance was calculated by using 
the two-tailed unpaired Student’s t-test. ***, P < 0.001 compared with values for cells exposed to 
dimethyl sulfoxide (DMSO) control. All values are presented as means ± SEM. 
 
 
 
Fig. 3. Viability of H9c2 cells treated with geldanamycin. Viable cell numbers were counted after 
treatment with geldanamycin (0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, or 30 μM) for 24 h by using Cell 
Counting Kit-8. Values are presented as means ± SEM (n = 3). 
 
 
 
Fig. 4. Geldanamycin pretreatment or co-treatment did not affect the amount of intracellular ATP 
in H9c2 cells. ATP content was measured in H9c2 cells either pretreated or co-treated with 
geldanamycin. Values are expressed as means ± SEM (n = 4). Statistical significance was 
calculated by using the two-tailed unpaired Student’s t-test. n.s., not significant. RLU, relative 
light units. DMSO, dimethyl sulfoxide. 
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 次にスニチニブ誘発心筋細胞毒性の緩和作用が Hsp90 阻害剤に共通する特徴であるか（ク
ラスエフェクトであるか）を検証するため、ゲルダナマイシン以外の既存の Hsp90 阻害剤である
タネスピマイシン、ガネテスピブ、および BIIB021 を用いて、スニチニブ誘発細胞毒性への影響
を調べた。その結果、これらの Hsp90 阻害剤においてもゲルダナマイシン同様、H9c2 細胞に
おけるスニチニブ誘発心筋細胞毒性を有意に緩和することがわかった（Fig. 5）。 
 以上の結果より、Hsp90 阻害剤はそのクラスエフェクトとして、H9c2 細胞におけるスニチニブ
誘発心筋細胞毒性を緩和しうることが示唆された。 
 
 
 
Fig.5. Viability of H9c2 cells exposed to sunitinib at the indicated concentrations for 6 h with or 
without pretreatment with the indicated Hsp90 inhibitors (n = 3). Statistical significance was 
calculated by using the two-tailed unpaired Student’s t-test. n.s., not significant, *, P < 0.05, **, P 
< 0.01, and ***, P < 0.001 compared with values for cells exposed to dimethyl sulfoxide (DMSO) 
control. All values are presented as means ± SEM. 
 
第 2 節   スニチニブはオートファジーフラックスを促進する 
 
 H9c2 細胞において、スニチニブがもたらす細胞毒性にオートファジーが重要な役割を果たし
ているという報告がある 9。そこで、 本実験条件下においてもスニチニブによりオートファジーが
誘導されるかどうかを調べるため、オートファゴソームのマーカーとして知られる LC3 の細胞内
局在を免疫細胞化学法により評価した（Fig. 6）。スニチニブ処理 6 時間後、オートファジー活
性の指標である LC3 の斑点状の局在が H9c2 細胞内に明確に観察された。一方、ジメチルス
ルホキシド処理コントロールにおいては、LC3 は細胞質内全体に散在しているのが観察された。 
 さらにスニチニブによるオートファジー誘導を確認するため、ウエスタンブロッティング法を用
いたオートファジーフラックス解析を行った。クロロキン二リン酸塩、あるいはスニチニブ単剤を
暴露した H9c2 細胞において、ジメチルスルホキシド処理コントロールに比べ、LC3-II 量が著し
く増加した（Fig. 7）。加えて、クロロキン二リン酸塩とスニチニブの併用条件においては両薬剤
の単剤を暴露した H9c2 細胞に比べて、より一層 LC3-II 量が増加した。 
 以上の結果より、H9c2 細胞においてスニチニブ処理によりオートファジーフラックスが促進さ
れ、この事象とスニチニブが誘発する心筋細胞毒性との関係性が示唆された。 
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Fig. 6. The distribution of microtubule-associated protein light chain 3 (LC3) within H9c2 cells 
treated with sunitinib (15 μM) was evaluated by immunocytochemistry. After exposure of H9c2 
cells to sunitinib for 6 h, the cells were stained with anti-LC3 antibody (red) and Hoechst 33342 
(blue) and imaged under a confocal fluorescent microscope with a 63× objective. Scale bars, 50 
μm. Representative images of three independent experiments are shown. 
 
                                       
 
Fig. 7. Western blotting of LC3 in H9c2 cells treated with 10 μM chloroquine diphosphate (CQ), 
15 μM sunitinib, or both. Protein bands of LC3-II were quantified and normalized to β-actin as the 
loading control. The ratio of each protein band to that obtained for cells exposed to dimethyl sulfate 
(DMSO) control was calculated. Values are presented as means ± SEM (n = 3). Statistical 
significance was calculated by using the two-tailed unpaired Student’s t-test. ***, P < 0.001 
compared with values from cells exposed to DMSO; ††, P < 0.01 compared with values from cells 
exposed to CQ; ‡, P < 0.05 compared with values from cells exposed to sunitinib. 
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第 3 節   ゲルダナマイシンはオートファジー関連タンパク質の発現量抑制を通じてスニチニ
ブ誘導オートファジーを阻害する 
 
 ゲルダナマイシンはオートファジー関連タンパク質である Beclin-1 の分解促進によりオートフ
ァジーを阻害することが報告されている 30。よって、H9c2 細胞において、ゲルダナマイシンの前
処理がスニチニブ誘導オートファジーを抑制することによりスニチニブ誘発細胞毒性が緩和さ
れると仮説を立てた。この仮説を検証するために、まずゲルダナマイシン前処理の有る無しの
条件において H9c2 細胞をスニチニブに暴露し、ゲルダナマイシン処理により LC3 の斑点形成
に影響があるかどうか免疫細胞化学法により評価した（Fig. 8）。ゲルダナマイシン処理自体は
LC3 の細胞内局在に影響を与えなかったが、スニチニブ処理による LC3 斑点の形成は明確に
阻害された。 
 
 
 
Fig. 8. Distribution of microtubule-associated protein light chain 3 (LC3) in H9c2 cells exposed 
to sunitinib with or without geldanamycin pretreatment was assessed by immunocytochemistry. 
After exposure to 0.5 μM geldanamycin for 6 h, H9c2 cells were exposed to 15 μM sunitinib for 
an additional 6 h and then stained with anti-LC3 antibody (red) and Hoechst 33342 (blue) and 
imaged under a confocal fluorescent microscope with a 63× objective. Control cells were 
exposed to dimethyl sulfoxide (DMSO). Scale bars, 50 μm. Representative images of three 
independent experiments are shown. 
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 さらにゲルダナマイシンのスニチニブが誘導するオートファジーへの影響を追求するため、上
述同様のゲルダナマイシン前処理の有る無しの条件においてスニチニブ処理をした H9c2 細
胞を用い、ウエスタンブロッティング法によりオートファジー活性の指標として知られる LC3-I か
ら LC3-II への変換率をコントロール条件に対して相対定量することにより評価した。ジメチルス
ルホキシド処理に対し、ゲルダナマイシン処理自体によりわずかではあるが有意に LC3-II 量は
減少した（0.84 ± 0.01, P < 0.001）。また、ゲルダナマイシン前処理はスニチニブ処理により増
加する LC3-II 量を有意に抑制した（10 μM スニチニブ, P < 0.001; 15 μM スニチニブ, P < 
0.001; 20 μM スニチニブ, P < 0.01）（Fig. 9）。 
 
                                      
 
Fig. 9. Western blotting of LC3 in H9c2 cells after exposure to 10, 15, or 20 μM sunitinib with or 
without 0.5 μM geldanamycin pretreatment. Control cells were exposed to DMSO. Protein bands 
of LC3-II were quantified and normalized to β-actin as the loading control, and the ratio of each 
protein band to DMSO control was calculated (n = 3). Statistical significance was calculated by 
using the two-tailed unpaired Student’s t-test. **, P < 0.01, and ***, P < 0.001 compared with 
values from each sunitinib dose without geldanamycin pretreatment. All values are presented as 
means ± SEM. 
 
 ゲルダナマイシンがどのようにしてオートファジーを阻害するかを調べるために、オートファジ
ー誘導の主要な制御因子である、Atg7、Beclin-1、ULK1 の発現レベルをウエスタンブロッティ
ング法により調べた。ゲルダナマイシン処理はジメチルスルホキシド処理コントロールに比べ、
有意に Atg7、Beclin-1、ULK1 のタンパク質発現レベルを減少させた（Fig. 10）。相対的な発現
変動比率は、Atg7 で 0.77 ± 0.02（P < 0.001）、Beclin-1 で 0.75 ± 0.03（P < 0.01）、ULK で
0.44 ± 0.04（P < 0.001）であった。 
 以上の結果より、ゲルダナマイシンはオートファジー関連タンパク質の分解を促進する、ある
いは発現を抑制することで、スニチニブが誘導するオートファジーを阻害することが示唆された。 
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Fig. 10. Western blotting for the autophagy-related proteins Atg7, Beclin-1, and ULK1 in H9c2 
cells after 6 h treatment with 0.5 μM geldanamycin. β-actin was used as the loading control. 
Quantification of each protein band is shown below the western blotting image. The intensity of 
the protein bands is presented as relative fold-change normalized to the intensity of β-actin (n = 3). 
Statistical significance was calculated by using the two-tailed unpaired Student’s t-test. **, P < 
0.01, and ***, P < 0.001 compared with values obtained for cells exposed to DMSO control. All 
values are presented as means ± SEM. 
 
第 4 節   オートファジー阻害はスニチニブ誘発心筋細胞毒性を緩和する 
 
 ゲルダナマイシンのスニチニブ誘発心筋細胞毒性に対する保護作用がオートファジー
阻害に依存するものであることを確かめるため、それぞれ異なる作用メカニズムにより
オートファジー経路を阻害することが知られている 3 つのオートファジー阻害剤（3-メ
チルアデニン、バフィロマイシン A1、塩化アンモニウム）のスニチニブ誘発心筋細胞毒性への
影響を評価した。実験に際し、これらのオートファジー阻害剤が H9c2 細胞において通
常の培養条件下でオートファジーを阻害することを確認した（Fig. 11）。ジメチルスルホ
キシド処理コントロールに比べ、オートファジー阻害剤を処理した細胞において、スニ
チニブ暴露時の細胞生存率が高かった（Fig. 12）。特に 3-メチルアデニン処理は、20 μM
スニチニブ処理時においても、非常に高い細胞保護作用を発揮した（細胞生存率: ジメチルス
ルホキシド処理コントロール, 3.74％ ± 0.71％; 3-メチルアデニン, 95.02％ ± 0.81％; P < 
0.001）。 
 また、ゲルダナマイシン処理により減少したオートファジー関連タンパク質である Atg7、
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Beclin-1、および ULK1 を siRNA ノックダウンした所（Fig. 13）、ULK1 をノックダウンした時のみ
有意にスニチニブ誘導オートファジーの阻害が観察された（Fig. 14）。この ULK1 ノックダウン細
胞においては、有意にスニチニブ誘発細胞毒性の緩和が観察された（Fig. 15）。 
 以上の結果より、H9c2 細胞におけるスニチニブ誘発細胞毒性はオートファジー促進によるも
のであり、オートファジーを阻害することがスニチニブ誘発心筋細胞毒性の緩和につながること
が示唆された。 
 
                                    
 
Fig. 11. Western blotting for microtubule-associated protein light chain 3 (LC3) in H9c2 cells after 
exposure to the autophagy inhibitors 3-methyladenine (3-MA) (20 mM), bafilomycin A1 (200 nM), 
or NH4Cl (20 mM) for 6 h. Control cells were exposed to dimethyl sulfoxide (DMSO). Protein 
bands of LC3-II were quantified and normalized to β-actin as the loading control. The ratio of each 
protein band to DMSO control was calculated (n = 4). Statistical significance was calculated by 
using the two-tailed unpaired Student’s t-test. **, P < 0.01, and ***, P < 0.001 compared with the 
values for control cells treated with DMSO. All values are presented as means ± SEM. 
 
 
 
Fig. 12. Cell viability was determined by using an ATP-based assay in H9c2 cells exposed to 
sunitinib at the indicated concentrations for 6 h with each autophagy inhibitor treatment (n = 4). 
Statistical significance was calculated by using the two-tailed unpaired Student’s t-test or Welch’s 
t-test. *, P < 0.05, **, P < 0.01, and ***, P < 0.001 compared with the values for control cells 
treated with DMSO. All values are presented as means ± SEM. 
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Fig. 13. Western blotting for Atg7, Beclin-1, and ULK1 in H9c2 cells after siRNA treatment. Mock 
cells were treated with ON-TARGETplus Non-targeting Pool. β-actin was used as the loading 
control. The image shown is representative of four independent experiments. 
 
                                      
 
Fig. 14. Western blotting of microtubule-associated protein light chain 3 (LC3) in siRNA-treated 
H9c2 cells after exposure to sunitinib (15 μM). Control cells were exposed to dimethyl sulfoxide 
(DMSO). Protein bands of LC3-II were quantified and normalized to β-actin as the loading control. 
The ratio of the protein band of LC3-II in sunitinib treatment to that of DMSO control in each 
siRNA-treated cells was calculated as the LC3-II rate of change to evaluate autophagy induction 
(n = 4). Statistical significance was calculated by using the two-tailed unpaired Student’s t-test. 
n.s., not significant, and *, P < 0.05 compared with the values for mock cells. Values are presented 
as means ± SEM. 
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Fig. 15. Cell viability was determined by using an ATP-based assay in ULK1 siRNA-treated H9c2 
cells exposed to sunitinib at the indicated concentrations for 6 h (n = 4). Statistical significance 
was calculated by using the two-tailed unpaired Student’s t-test or Welch’s t-test. **, P < 0.01 
compared with the values for mock cells. Values are presented as means ± SEM. 
 
第 5 節   Hsp70 はスニチニブ誘発心筋細胞毒性に対する保護作用に関与しない 
 
 ゲルダナマイシンなどの Hsp90 阻害剤により引き起こされる主な細胞内反応としては、Hsp90
クライアントタンパク質の分解があり、それにより Hsp70 のような分子シャペロンの発現誘導が引
き起こされる。ゲルダナマイシン処理による H9c2 細胞の全般的な反応を調べるため、DNA マ
イクロアレイ解析を実施した。解析の結果、コントロールであるジメチルスルホキシド処理 H9c2
細胞に比べ、ゲルダナマイシン処理 H9c2 細胞では少なくとも 2 倍以上の変動率かつ FDR が
0.05 未満であった遺伝子プローブが 1662 個あった（発現上昇した遺伝子プローブが 863 個、
発現減少した遺伝子プローブが 799 個）。これら変動した遺伝子プローブのリストをもとに、
Ingenuity Pathway Analysis ソフトウェアの canonical pathways analysis 機能を用いて解析した
結果、「unfolded protein response」がゲルダナマイシン処理と最も関連性のある経路（事象）とし
てリストアップされた（Table 1）。この canonical pathway にアサインされた遺伝子リストを Table 2
として示す。ヒートショックプロテイン 70 ファミリーに属する Hspa1a は「unfolded protein response」
にアサインされた遺伝子の中で、最も発現上昇を示した遺伝子であった。 
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Table 1 
Top 10 canonical pathways obtained from a pathway analysis of DNA microarray 
data for geldanamycin-treated H9c2 cells. 
 
Ingenuity canonical pathway  P-value 
Unfolded protein response   2.63027E-10 
Cell cycle control of chromosomal replication  2.34423E-09 
Endoplasmic reticulum stress pathway  1.7378E-07 
Aryl hydrocarbon receptor signaling  7.58578E-06 
Aldosterone signaling in epithelial cells  0.000165959 
p53 signaling  0.00017378 
Mismatch repair in eukaryotes  0.000263027 
Protein ubiquitination pathway  0.000269153 
Role of Brca1 in DNA damage response  0.000467735 
Superpathway of serine and glycine biosynthesis I   0.000588844 
The pathway analysis was conducted by using the Ingenuity Pathway Analysis software with the 
list of gene probes provided by the gene expression profilinga of geldanamycin-treated H9c2 cells. 
Bold text indicates the most relevant pathway. P-values were calculated by using Fisher’s exact 
test. 
 
a H9c2 cells were treated with 0.5 μM geldanamycin or DMSO for 6 h and lysed to extract total 
RNA. Gene expression data were normalized by using the quantile method. Statistical significance 
was calculated by using Welch’s t-test followed by adjustment for multiple comparisons by using 
a false discovery rate approach (Benjamini–Hochberg procedure). A gene was considered to be 
differentially expressed when its absolute fold-change relative to the control value was ≥2 with a 
false discovery rate P-value of <0.05.  
 
Table 2 
Genes assigned to the unfolded protein response in the Ingenuity Pathway Analysis. 
 
Gene symbol   Entrez gene name   Entrez gene ID (rat)   Exp ratio 
Hspa1a  Heat shock protein family A (Hsp70) member 1A  24472  13.38 
Ddit3  DNA damage inducible transcript 3  29467  8.86 
Sel1l  SEL1L ERAD E3 ligase adaptor subunit  314352  8.57 
Dnajc3  DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C3  63880  7.18 
Hsp90b1  Heat shock protein 90 beta family member 1  362862  6.97 
Atf6  Activating transcription factor 6  304962  4.89 
Hspa5  Heat shock protein family A (Hsp70) member 5  25617  4.66 
Dnajb9  DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member B9  24908  4.05 
Hspa8  Heat shock protein family A (Hsp70) member 8  24468  3.96 
Hspa9  Heat shock protein family A (Hsp70) member 9  291671  3.94 
Calr  Calreticulin  64202  2.95 
Edem1  ER degradation enhancing alpha-mannosidase like protein 1  297504  2.93 
Ern1  Endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1  498013  2.66 
Atf4  Activating transcription factor 4  79255  2.43 
Cebpg  CCAAT/enhancer binding protein gamma  25301  2.27 
Syvn1  Synoviolin 1  361712  2.17 
Cebpb  CCAAT/enhancer binding protein beta  24253  2.12 
Canx  Calnexin  29144  2.11 
Xbp1   X-box binding protein 1   289754   2.01 
Exp ratio is the ratio of gene expression in geldanamycin-treated H9c2 cells to that in DMSO-treated control cells. 
Bold text indicates the gene with the highest positive fold-change in Exp ratio. 
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(A) (B) 
 次にタンパク質レベルでの変化を検証するため、Hsp70 と Hsp90 の発現変動をウエスタンブ
ロッティング法により評価した（Fig. 16A）。H9c2 細胞において Hsp70 の発現はゲルダナマイシ
ン処理後 6 時間で上昇し、処理後 24 時間においてもその発現を維持した。一方、Hsp90 の発
現はゲルダナマイシン処理後 12 時間でわずかに上昇しているように見えたが、Hsp90 の発現
レベルは処理前のベース状態においても十分高いものであった。 
 Hsp90 阻害剤により発現誘導される Hsp70 がドキソルビシンにより引き起こされるアポトーシス
細胞死の保護に働くことが報告されている 31。H9c2 細胞においてスニチニブ誘発細胞毒性の
緩和に Hsp70 の発現誘導が関与するかどうかを調べるため、2 つの Hsp70 発現誘導モデルを
用いて検証した。43℃、1 時間ヒートショック処理した H9c2 細胞において、Hsp70 は処理後 3
時間から 24 時間まで著しく発現誘導された（Fig. 16B）。この時、処理後 6 時間にて発現が最
大であった。ただし、ヒートショック処理 6 時間後の細胞にスニチニブを暴露して細胞毒性を評
価した所、細胞生存率は未処理細胞と同等であった（Fig. 17）。 
 
 
     
 
Fig. 16. Western blotting for Hsp90 and Hsp70 in H9c2 cells treated with (A) 0.5 μM geldanamycin 
for 3 to 24 h or (B) heat-shock (43 °C, 1 h) and then incubated for an additional 3 to 24 h. β-actin 
was used as the loading control. The image shown is representative of three independent 
experiments. 
 
 
 
Fig. 17. Cell viability was determined by using an ATP-based assay in H9c2 cells exposed to 
sunitinib at the indicated concentrations after heat-shock treatment (43 °C, 1 h). Values are 
presented as means ± SEM (n = 3). Statistical significance was calculated by using the two-tailed 
unpaired Student’s t-test. n.s., not significant. 
 
Non-treatment 
Heat-shock 
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(A) (B) 
 また遺伝子工学的に作製した Hsp70 を過剰発現する H9c2 細胞にスニチニブを暴露して細
胞毒性を評価した所、細胞生存率はコントロール細胞と比べ、有意な差は見られなかった（Fig. 
18）。 
 以上の結果より、H9c2 細胞において Hsp70 の発現誘導はゲルダナマイシンによるスニチニ
ブ誘発細胞毒性緩和作用に関与していないことが示唆された。 
 
 
 
Fig. 18. Overexpression of heat shock protein (Hsp) 70 did not attenuated sunitinib-induced 
cytotoxicity in H9c2 cells. (A) Western blotting for Hsp70 in mock H9c2 cells or H9c2 cells 
genetically engineered to stably overexpress high levels of Hsp70. β-actin was used as the loading 
control. The image shown is representative of three independent experiments. (B) Cell viability 
was determined by using an ATP-based assay in H9c2 cells genetically engineered to stably 
overexpress high levels of Hsp70 or mock cells treated with sunitinib at the indicated 
concentrations. Values are presented as means ± SEM (n = 3). Statistical significance was 
calculated by using the two-tailed unpaired Student’s t-test. n.s., not significant. 
 
第 6 節   ヒト iPS 細胞由来心筋細胞においてもゲルダナマイシンはスニチニブ誘発細胞毒
性を緩和する 
 
 よりヒトを反映したモデルにおいても、ゲルダナマイシンによるスニチニブ誘発心筋
細胞毒性の緩和作用が観察されるかを検証するため、ヒト iPS 細胞由来心筋細胞を用い
て実験を行った。ヒト iPS 細胞由来心筋細胞は、サルコメア構造、電気生理的な特徴、
自発的な収縮性、非増殖能などヒトの心筋細胞に類似した表現型を有している 32,33。ヒト
iPS 細胞由来心筋細胞において、ゲルダナマイシン前処理はジメチルスルホキシド処理
コントロールに比べ、スニチニブによる細胞生存率の低下を有意に抑制した（Fig. 19）。
またゲルダナマイシン処理自体は LC3-I から LC3-II への変換率に影響しなかったが、ゲル
ダナマイシン前処理はスニチニブ処理による LC3-II 増加を有意に抑制した（Fig. 20）。 
 以上の結果より、ラット H9c2 細胞同様、よりヒトを反映したモデル細胞においても、ゲルダナ
マイシンはオートファジー阻害を通じてスニチニブ誘発心筋細胞毒性を緩和することが示唆さ
れた。 
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Fig. 19. Cell viability was determined by using an ATP-based assay in human induced pluripotent 
stem cell (hiPSC)-derived cardiomyocytes exposed to sunitinib at the indicated concentrations 
with or without geldanamycin pretreatment (n = 4). Statistical significance was calculated by using 
the two-tailed unpaired Student’s t-test. ***, P < 0.001 compared with values obtained from cells 
exposed to dimethyl sulfoxide (DMSO) as a control. All values are presented as means ± SEM. 
 
 
 
Fig. 20. Western blotting of microtubule-associated protein light chain 3 (LC3) in human induced 
pluripotent stem cell (hiPSC)-derived cardiomyocytes after exposure to sunitinib (15 μM) with or 
without 0.5 μM geldanamycin pretreatment. Control cells were exposed to dimethyl sulfoxide 
(DMSO). Protein bands of LC3-II were quantified and normalized to β-actin as the loading control. 
The ratio of each protein band to DMSO control was calculated as relative fold-change (n = 3). 
Statistical significance was calculated by using the two-tailed unpaired Student’s t-test. ***, P < 
0.001 compared with values from cells exposed to DMSO. n.s., not significant, and ††, P < 0.01 
compared with values from cells exposed to the indicated doses of sunitinib without geldanamycin 
pretreatment. All values are presented as means ± SEM. 
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第 5 章   考察 
 
 本研究では、スニチニブがラット心臓横紋筋細胞株 H9c2、あるいはヒト iPS 細胞由来心筋細
胞 iCell Cardiomyocytes において細胞毒性を有することを確認した（Figs. 1, 19）。これは他の
新生児ラット心室筋細胞やヒト心筋細胞を用いた過去の報告 24,34 とも一致する結果であった。
細胞内総 ATP 量より算出した細胞生存率がスニチニブ濃度依存的に減少したことから、スニチ
ニブが細胞内エネルギー代謝系に影響することが示唆される。スニチニブの細胞内エネルギ
ー代謝系への影響を介した心毒性についてはいくつかのメカニズムが提唱されており、例えば、
スニチニブが臨床薬効濃度において、細胞内エネルギー調節機構として重要な役割を担って
いる AMP-activated protein kinase (AMPK)などをオフターゲットとして阻害する可能性が報告
されている 35。実際、スニチニブがマウスの心臓やラット心筋細胞において、直接 AMPK 活性を
阻害するという報告もある 10。AMPK は心臓の細胞において ATP 産生や生存シグナルに極め
て重要であるため 36,37、AMPK の阻害は心筋細胞の損傷につながるかもしれない。しかし一方
で、新生児ラット心筋細胞や iPS 細胞由来心筋細胞を用いた実験において、AMPK 阻害がス
ニチニブ誘発心毒性の主要な要因ではないとの報告も存在する 22,24。このような矛盾した結果
は実験により、異なった種や細胞を用いたことに起因するかもしれない。 
 また細胞内エネルギー代謝系への影響という点から、オートファジーがスニチニブによる心毒
性に重要な役割を担っているかもしれないとの報告がある 9。オートファジーは寿命の長い細胞
質内タンパク質やオルガネラの分解、再利用プロセスに必要不可欠であり、細胞のエネルギー
供給において大きな役割を持っている。よって、心筋細胞におけるオートファジー調節の異常
は、心臓の機能不全や病気の発症と関連すると考えられている 38,39。本研究では、H9c2 細胞、
またヒト iPS 細胞由来心筋細胞において、スニチニブがオートファジー異常をきたすことを確認
した（Figs. 7, 20）。スニチニブはリソソームに蓄積することが知られているが 40、リソソーム作用
薬として知られるクロロキン二リン酸塩を用いたオートファジーフラックス解析の結果、H9c2 細
胞において、スニチニブはオートファゴソーム-リソソーム融合やオートリソソーム機能を阻害す
るというよりオートファジーを誘導するということが示唆された。スニチニブのオフターゲットタン
パク質を含むファミリーの一つと言われる Ribosomal S6 kinase family35 はアポトーシス促進因子
Bcl2-associated agonist of cell death（BAD）のリン酸化による抑制を通した生存シグナルの制
御だけでなく、オートファジー誘導にも関与している。また、スニチニブは ribosomal protein S6 
kinase beta-1 のリン酸化抑制につながるキナーゼ Akt や mTOR のリン酸化を抑制する 41。
mTOR シグナルはオートファジー誘導に関わるキナーゼ ULK1（Atg13、FIP200 と複合体を形
成し、オートファジー誘導初期のプロセスを制御する）のリン酸化を通じてオートファジーを制御
するため、mTOR シグナルの直接的な阻害が心筋細胞においてスニチニブがオートファジーを
誘導するメカニズムの一つであると考えられる。 
 オートファジー阻害剤、あるいは siRNA を用いた ULK1 のノックダウンによるオートファジー阻
害により、スニチニブ誘導オートファジーが H9c2 細胞における細胞毒性をもたらすことが確認
された（Figs. 12, 14）。特異的な vacuolar type H+ ATPase 阻害剤であるバフィロマイシン A1 や
リソソーム作用薬である塩化アンモニウムはリソソーム機能やオートファゴソーム-リソソーム融合
を阻害するが、それらの薬剤に比べ、ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ阻害剤である 3-
メチルアデニンはスニチニブ誘発心筋細胞毒性をより顕著に緩和させた。この結果より、ファゴ
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フォア（隔離膜）形成のようなホスファチジルイノシトール 3-キナーゼが関与するオートファジー
誘導初期段階を阻害することがより効率的にスニチニブ誘発心筋細胞毒性の緩和につながる
ということが示唆される。低分子オートファジー阻害剤を用いたオートファジー初期反応の阻害
はスニチニブ誘発心筋細胞毒性緩和をもたらす潜在的な方法の一つと考えられる。 
 本研究では、ゲルダナマイシンを始めとする Hsp90 阻害剤が H9c2 細胞においてスニチニブ
誘発心筋細胞毒性を緩和することを見い出した。ゲルダナマイシン処理により、オートファジー
誘導の主要な制御因子である Atg7、Beclin-1、および ULK1 のタンパク質レベルでの発現が
著しく抑制される結果、オートファジー誘導が阻害された（Figs. 9, 10）。これはオートファジー誘
導の主要な制御因子をコードする遺伝子のノックダウンによりオートファゴソーム形成が阻害さ
れ、オートファジー活性が減少するという以前の報告にも矛盾がない 42。よって、ゲルダナマイ
シンは特にオートファジー誘導開始時のオートファジー制御因子の機能を抑制することでオー
トファジー阻害をもたらし、H9c2 細胞においてスニチニブ誘発心筋細胞毒性を緩和しているよ
うに思われる。これは、本研究結果（Fig. 14, 15）、また過去の Beclin-1 siRNA を用いたオート
ファジー抑制により H9c2 細胞においてスニチニブ誘発細胞毒性が緩和される結果 9 からも支
持されるものである。 
 本研究は心臓の in vitro モデルとして利用されることの多い H9c2 細胞とヒト iPS 細胞由来心
筋細胞の 2 種類の心筋細胞を用いて実施した。推奨培地にて培養する時、これらの心筋細胞
は細胞内エネルギーである ATP 産生のため、主要な炭素基質としてグルコース（H9c2 細胞）、
あるいはガラクトース（ヒト iPS 細胞由来心筋細胞）のような炭水化物を用いて解糖、あるいは酸
化的リン酸化に強く依存する 19,32。H9c2 細胞（Fig. 2）、あるいはヒト iPS 細胞由来心筋細胞（Fig. 
19）の結果は、心筋細胞においてスニチニブが誘発する細胞毒性はいずれの炭水化物をベー
スとした生体エネルギー代謝機構と無関係に生じるものであり、またゲルダナマイシンはいずれ
の代謝状態においてもスニチニブの細胞毒性を緩和できることを示唆している。ただ In vitro モ
デルとは異なり、in vivo での正常心臓の代謝は心筋細胞の収縮や生存のための高いエネルギ
ー需要を満たすために、主に酸化的な脂肪酸代謝に依存している 43。心臓の代謝は柔軟性が
あり、心臓は置かれた状況に応じてエネルギー源や代謝経路制御を変えることができる。例え
ば、心臓肥大ではグルコース代謝への依存度が上昇し、全体的に脂肪酸代謝を含む酸化的
な代謝の割合が低下する 44。細胞のエネルギー代謝面からすると、in vitro モデルはこうした異
常な in vivo での心臓を模倣するものなのかもしれない。この点、脂肪酸代謝への依存度が高
いような、より正常心臓の代謝に近い条件下においてもゲルダナマイシンがスニチニブ誘発心
筋細胞毒性を緩和するかどうかを明らかにするためにはより高次なモデルとして、in vivo 動物
実験等が必要である。 
 ゲルダナマイシンは heat shock factor 1 を活性化し、細胞ストレスやダメージを保護すると知
られている Hsp70 のような分子シャペロンであるヒートショックプロテインを誘導する 45,46。例えば、
Hsp70 を過剰発現させたトランスジェニックマウスではドキソルビシンにより誘発される心機能障
害が保護されること 47、あるいは Hsp90 阻害剤による Hsp70 の誘導によりドキソルビシンが誘発
する細胞死を緩和すること 31が報告されている。本研究では、2 つの異なる手法により Hsp70 を
タンパク質レベルで発現させた H9c2 細胞を用い、スニチニブ誘発細胞毒性緩和作用への
Hsp70 発現の寄与を細胞毒性評価により調べた。しかしながら、いずれの Hsp70 発現モデル
においても、スニチニブ細胞毒性の緩和作用は観察されなかった（Figs. 17, 18）。これは恐らく
はドキソルビシンとスニチニブがもたらす細胞毒性メカニズムが異なるためである。つまり、ドキ
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ソルビシンの心筋細胞毒性の主な原因は酸化ストレスであり、Hsp70 はこうした活性酸素種の
産生を減らすことにより細胞ダメージや細胞死に対する保護作用を示している 47,48。一方、スニ
チニブはヒト心筋細胞において活性酸素種の産生誘導はしないとの報告があり 34、Hsp70 の発
現が細胞にとってプラスに働く要素がないと考えられる。  
 スニチニブの抗がん作用という点に着目すると、ある種のがん細胞においてはスニチニブ単
剤療法に比べ、スニチニブ処理時にオートファジー阻害剤などによりオートファジー経路が阻
害されている条件下において抗腫瘍効果が増強されるとの報告がある 49,50。本研究では、心筋
細胞においては、ゲルダナマイシンによるオートファジー阻害によりスニチニブが誘発する細胞
毒性が緩和されるという結果が得られている。オートファジー阻害条件下における上記二つの
異なる作用について詳細なメカニズムは明らかではないが、オートファジーは、その誘導条件、
オートファジーフラックスのレベル、あるいは細胞種により、細胞に対して良い影響悪い影響を
もたらしうる二面性があると理解することができる。がん細胞と心筋細胞に対するスニチニブ処
理とオートファジー阻害がもたらす異なる影響をより良く理解するためにはさらなる研究が必要
である。 
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第 6 章   結論 
 
 本研究ではヒト心筋細胞のモデルの一つとして知られるラット心臓横紋筋細胞株 H9c2、さら
にはヒトをより反映したモデルと考えられるヒト iPS 細胞由来心筋細胞 iCell Cardiomyocytes を
用い、Hsp90 阻害剤のスニチニブ誘発心筋細胞毒性への影響を評価し、スニチニブ薬物療法
における Hsp90 阻害剤との併用、あるいは逐次投与による心臓細胞毒性軽減の可能性を検
討した。 
 In vitro 細胞培養系での結果、Hsp90 阻害剤は Hsp90 の機能阻害によりユビキチン-プロテ
アソーム系でのタンパク質分解を誘導するというユニークな薬効に基づき、オートファジー関連
タンパク質の発現量抑制を通じて、スニチニブが誘導するオートファジーを阻害することにより、
スニチニブ誘発心筋細胞毒性を緩和することが示唆された。 
 本研究を通して、Hsp90 阻害剤とスニチニブの併用、あるいは逐次投与がスニチニブ薬物療
法のデメリットとなる心臓への悪影響を緩和することにより、がんのより良いマネジメントへとつな
がる可能性を提示することができた。がん化学療法におけるこの新規治療戦略の臨床応用へ
の可能性を追求するために、今後、心筋細胞以外の正常細胞へは有害な影響がないか、また
がん細胞に対して相加・相乗的な影響が発揮できるかなどさらなる検証を重ねる必要がある。 
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